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Wystepowanie oraz mechanizmy
lekoopornosci przywr i nicieni
pasozytujacych u zwierzat ro§linozernych

Katedra Parazytologii i Chorob Inwazyjnych Wydziatu Weterynaryjnego SGGW, ul. Grochowska 272, 03- 849 Warszawa

Definicja, przyczyny i przejawy
lekoopornoS$ci pasozytow

Lekooporno$é robakéw pasozytujacych w prze-
wodzie pokarmowym zwierzat hodowlanych staje
sie coraz powazniejszym problemem epizootiologi-
cznym i ekonomicznym. Z najnowszych danych wy-
nika, ze w niektérych krajach, szczegélnie tych pro-
wadzacych intensywng hodowle owiec, pojawily si¢
nicienie oporne na wszystkie dostepne na rynku
leki (4, 37). Rozwéj opornosei na leki jest przejawem
adaptacji ewolucyjnej a lekoopornos¢ mozna zde-
finiowad jako zmiang czgstosci wystgpowania w po-
pulacji genu lub genéw warunkujacych opornosc
na substancje czynng leku. Wybiorcze usuniecie wra-
zliwych na lek osobnikéw z populacji umozliwia
opornym osobnikom uzyskanie pozycji dominujace]
w banku genéw populacji.

Najpowszechniejsza przyczyna selekcji szczepow
opornych jest czeste stosowanie leku w zbyt matych
dawkach za$ do innych czynnikéw sprzyjajacych
powstawaniu i rozszerzaniu si¢ lekoopornosci zali-
czy¢ nalezy:

— uzywanie tylko jednego typu leku przez wiele
lat z rzedu,

— stosowanie leku tylko czgdciowo skutecznego,

— import/export zwierzat zarazonych szczepami
robakéw opornych na leki,

— nieodpowiednie uzytkowanie pastwisk.

Przyjmuje sig, ze 10zw0] lekoopornos$ci przebiega
w 3 fazach:

_ faza poczatkowa, gdy czgstos¢ wystgpowania
opornych osobnikéw jest niska,

— faza poSrednia, wystgpujaca w nastgpstwie se-
lekeji kiedy heterozygotyczne wzglgdem opornosci
osobniki dominuja w populacji 1 wreszcie

_ faza opornosci, w ktérej dominuja homozygo-
tyczne osobniki oporne na dany lek lub grupe lekow
o podobnym mechanizmie dzialania ( 34).

Najczgstszym przejawem lekooporno$ci jest zdol-
no$¢ pasozytoéw do przezywania leczenia zalecanymi
przez producenta leku dawkami terapeutycznymi.
Jezeli brak wrazliwosci na lek obserwowany w dane]
populacji pasozytéw nie jest wynikiem stosowania
danego leku (selekcji lekiem) mowi si¢ 0 wrodzonej
tolerancji na lek. W zaleznosci od mechanizmu dzia-
lania stosowane obecnie w praktyce weterynaryjne]
leki przeciwrobacze mozna zgrupowaé w 3 klasy:
benzimidazole, lewamizole i pyrante] oraz iwermek-

tyny.
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Zaréwno w Europie jak i poza jej granicami opor-
nos¢ na leki najezesciej stwierdzana jest wsréd przywr
1 nicieni pasozytujacych u owiec i k6z oraz wsréd
nicieni pasozytujacych u koni tzw. stupkowcéw ma-
1ych (Trich()neminae = Cyathostominae). Najwczes-
nie) pojawity si¢ i najpowszechniej wystepuja szcze-
py nicieni oporne na leki z grupy benzimidazoli.
W latach 1993-94 nicienie oporne na benzimidazole
stwierdzano w Australii na §5% farm prowadzacych
hodowle owiec (7) zas w Afryce Potudniowej az
90% farm mialo problemy z lekoopornoscig (4)
przy czym coraz czg¢sciej wystgpowata opornosé
przeciwko preparatom nalezacym do wszystkich wy-
mienionych wyzej grup lekéw (37). Sposrdd nicieni
zotadkowo-jelitowych pasozytujacych u owiec naj-
czescie] opornoS¢ na leki z grupy benzimidazoli
wykazuje Haemonchus contortus a nastepnie Co-
operia curticei, Ostertagia (Teladorsagia) circum-
cincta ovaz Trichostrongylus colubriformis (4, 8).
Ostatnie dwa gatunki demonstruja najczesciej row-
niez opornos¢ na lewamizol. Od kéz we Francji
1Szkocji wyizolowano oporne na benzimidazole szcze-
py O. circumcincta, H. contortus 1 T. colubriformis
(24, 38). Rowniez badania przeprowadzone ostatnio
w Polsce potwierdzity wystgpowanie lekoopornosci.
Stwierdzono zmniejszona efektywnos¢ Systamexu
(substancja czynna jest oxfendazol) oraz Fenbesanu
(substancjg czynng jest fenbendazol) w eliminowa-
niuinwazji nicieni zotadkowo-jelitowych owiec przy
petnej wrazliwosci tych nicieni na lewamizol (35).

Oporne na leki szczepy nicieni pasozytujacych
w przewodz1e pokarmowym bydta pojawiaja si¢ z nie-
co mniejszg czgstotliwoscia, jednakze oporne na ben-
zimidazole szczepy Ostertagia ostertagi stwierdzo-
no w Holandii (9) zas w Australii wyizolowano
oporne na ten lek szczepy 1. axei 1 Cooperia on-
cophora (13, 21).

Iwermektyna, nalezaca do grupy avermektyn-mil-
bemycyn byta pierwszym o szerokim spektrum dzia-
tania endoktocydem (=lekiem zabijajacym zarowno
endo jak i ektopasozyty) o duzym marginesie bez-
pieczenstwa. Zarejestrowana w Europie Zachodniej
w 1981 r. stata si¢ wkrotce dostgpna dla lekarzy
w ponad 60 krajach 1 znajduje zastosowanie w le-
czeniu parazytoz ludzi, bydta, owiec, koni, $win
1 innych ssakow na rowni ze starszymi lekami z gru-
py benzimidazoli 1 lewamizoli. Poniewaz opornos¢
nicieni w stosunku do tych starszych lekéw zaczeta
w dramatycznym tempie narastac, iwermektyna post-
rzegana jest czgsto jako jedyny lek o szerokim spek-
trum dziatania 1 wysokiej skutecznosci. Niestety,
pierwsze przypadki opornosci na iwermektyne wy-
kryto w Afryce Poludniowej juz po 33 miesiacach
od wprowadzenia tego leku do uzytku u owiec (10).
Najwigksza opornos¢ wykazywat Haemonchus con-
tortus, skutecznos¢ leku w odniesieniu do tego nicienia
byla mniejsza od 50% (10). Oporne na iwermektyne
szczepy H. contortus wykryto wkrétce w Brazylii,

gdzie lek podawany owcom w zalecanej przez pro-
ducenta dawce terapeutycznej eliminowat jedynie 58%
osobnikéw tego nicienia (14). Dalsze badania opor-
nego szczepu H. contortus przeprowadzone w Bra-
zylii wykazaly, ze oporno$¢ na iwermektyne de-
monstrujg zaréwno L4 jak i dorosle nicienie oraz,
ze szczep ten oporny jest rOwniez na benzimidazole.
Kolejne, oporne na iwermektyng szczepy H. con-
tortus zostaty opisane w Brazylii w latach 1992-95,
zalecane przez producenta dawki leku eliminowaty
jedynie 18% dorostych nicienie (37). W warunkach
laboratoryjnych wyselekcjonowano takze oporny na
iwermektyne szczep Trichostrongylus colubriformis
(40). Pojawily si¢ rowniez oporne na iwermektyne
SZCZepy Innego nicienia pasozytujgcego u owiec
1 kéz, Ostertagia circumcincta (1, 22, 23).

Duze nadzieje wzbudzito wprowadzenie na rynek
moksydektyny, pdisyntetycznego preparatu nalezg-
cego do grupy milbemycyn, o strukturze chemicznej
1 mechanizmie dziatania zblizonym do iwermektyny
(32). Jednakze wkrétce okazato sig, ze nicienie opor-
ne na iwermektyng bardzo szybko wykazuja opor-
nos$¢ rowniez na moksydektyng (37).

Z wielu danych piSmiennictwa wynika, ze selekcja
szczepOw nicieni opornych na stosowane preparaty
przebiega znacznie szybciej u k6z niz u owiec. Fakt
ten moze sprzyjac ekspansji lekoopornych szczepéw
robakéw, gdyz u kéz 1 owiec pasozytuja te same
gatunki nicieni zoladkowo-jelitowych. Badania po-
rownawcze metabolizmu lekéw z grupy benzimi-
dazoli 1 iwermektyn przeprowadzone u koz 1 owiec
wykazaty, ze u tych pierwszych eliminacja podanego
leku i jego metabolitéw przebiega znacznie szybciej
niz u owiec. Przyktadowo, wykrywalny poziom iwer-
mektyny utrzymuje si¢ u kéz jedynie przez 5 dni
zas u owiec przez 11 dni (39). Zjawisko takie ttu-
maczone jest wyzszym tempem metabolizmu wa-
troby k6z w poréwnaniu z owcami (19). Obnizona
dostepnos¢ leku, w wypadku zastosowania u koz
dawek terapeutycznych identycznych jak dla owiec,
powoduje maly skutecznos¢ leczenia (12) a co za
tym idzie konieczno$¢ czg¢stego powtarzania odro-
baczeri. Ponadto, kozy znacznie wolniej niz owce
nabywaja odporno$§¢ na ponowne inwazje nicient
(30, 31) co w efekcie prowadzi do bardzo szybkiej
selekcji populacji nicieni opornych.

Sposréd pasozytéw koni w Europie najpowszech-
niej stwierdza si¢ opornos¢ stupkowcéw matych na
leki z grupy benzimidazoli. Lekooporne szczepy
tych nicieni wykryto w wielu rejonach Austrii, Bel-
gii, Danii, Niemiec, Francji, Holandii, Norwegii,
Szwecji, Szwajcarii a takze w Polsce (3, 4, 8, 16,
17). Dodatkowym utrudnieniem w zwalczaniu in-
wazji matych stupkowcoéw jest fakt, ze wstrzymane
w rozwoju larwy trzeciego stadium oraz L4 tych
nicieni sg mato (lub wcale) wrazliwe na dziatanie
lekéw (15, 25). Szczegbétowa analiz¢ problemu selekcji
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lekoopornych pasozytéw koni przedstawit ostatnio
Gawor (17).

Jakkolwiek wiekszo$é lekoopornych szczepow ro-
bakéw wykryto dotychczas wsréd nicieni, w ostat-
nich latach zwigksza sie czesto$é wystgpowania
opornych na rafoxanid i klozantel szczepow moty-
licy watrobowej (6. 7). Z badan eksperymentalnych
wynika, ze mlodociane postaci lekoopornych Fa-
sciola hepatica wyizolowane od owiec z réznych
regionéw geograficznych (Wielka Brytania, USA,
Australia, Afryka Pid.) wykazuja szczegdlnie maty
wrazliwo$¢ na klozantel (skuteczno$¢ dawki tera-
peutycznej 0-60%). Starsze, 12-14-tygodniowe przy-
wry, byly bardziej wrazliwe na dzialanie leku (5).
Réznice te mogly by¢ zwiazane ze zmianami meta-
bolizmu energetycznego przywry jakie zachodza w
czasie jej przebywania w zywicielu ostatecznym (41).

Mechanizmy lekoopornosci

Prowadzone ostatnio intensywnie badania mole-
kularne dostarczaja coraz wigcej informacji umo-
zliwiajacych zrozumienie mechanizméw powstawania
i utrzymywania si¢ lekoopornosci wsréd robakéw
pasozytniczych. Dotychezas udato si¢ ustalic, ze
oporno$¢ H. contortus na leki z grupy benzimidazoli
jest skorelowana z selekcja istniejacych w normalne;.
wrazliwej na lek populacji, osobnikéw posiadaja-
cych zmutowany gen kodujacy B-tubuling (27-29,
36). Mutacja obejmuje zamiang 3 aminokwasow
w pozycjach 76 (zamiana fenyloalaniny na waling).
200 (zamiana fenyloalaniny na tyrozyng) oraz 368
(zamiana izoleucyny na waling) przy czym najbar-
dziej znaczaca dla rozwoju lekoopornosci jest mu-
tacja w pozycji 200. Na bazie tych ustaleri opracowane
zostaly zestawy swoistych startetéw (primerow) oraz
warunki testu PCR pozwalajacego wykrywac oporne
szczepy tego nicienia (29) na podstawie amplifikacji
DNA wyizolowanego z jaj nicienia.

Leki. ktére dzialajg jako agonisci choliny wywo-
tujac depolaryzacje membran komérek migSniowych
i ucieczke jonéw sodu (lewamizol, morantel) wolnie]
indukowaly oporno$¢ (dopiero po 13 latach od wpro-
wadzenia na rynek w 1966 r.). Wynikato to najpraw-
dopodobniej z faktu, iz w mechanizm opornosci na
te grupe lekéw zaangazowane sa produkty co naj-
mniej 7, a najprawdopodobniej 13 gendw (2). Usta-
lono dotychczas, ze szezepy nicieni oporne na leki
z tej grupy maja mniej receptorow cholinergicznych
w pordwnaniu ze szczepami wrazliwymi. Ostatnie do-
niesienia (42) wskazujq, ze przynajmniej u niekto-
rych nicieni (Caenorhabditis elegans, Ostertagia
circumeincta) opornosc na lewamizol zwiazana jest
2z mutacja w genie kodujacym jednej z podjednostek
tzw. nikotynowego receptora acetylcholiny (nAChR).

Gdy poréwnuje si¢ tempo selekcji szczepow le-
koopornych, iwermektyna zajmuje miejsce posred-
nie. Pierwsze oporne szczepy nicieni pojawily sig

po 6 latach stosowania tego preparatu a w ekspresji
lekoopornosci biora udziat produkty co najmniej 4
genéw (2). Mechanizm dziatania lekéw z tej grupy
nie jest dostatecznie wyjasniony. Proponowany przez
producentéw mechanizm dziatania poprzez blokowa-
nie receptoréw kwasu alfa-amino-mastowego (GABA)
nie uzyskat potwierdzenia w badaniach molekular-
nych (11). Dotychczasowe wyniki badad moleku-
larnych prowadzonych na wolno zyjacym nicieniu
Caenorhabditis elegans sugeruja, ze leki z grupy
iwermektyn-milbemycyn dzialaja poprzez otwiera-
nie zaleznych od glutaminianu kanatéw chlorkowych
w blonach komérek nerwowo-migsniowych tych bez-
kregowcoéw. Oczyszezono i sklonowano receptor iwer-
mektyny u C. elegans. uzyskano réwniez szczepy
tego nicienia 0 wysokim poziomie opornosci na ten
lek (34) co stwarza nadziejg, ze niecbawem wykryte
zostana molekularne podstawy opornosci nicieni na
leki tej grupy.

Badania molekularnych mechanizméw opornosci
F. hepatica na klozantel prowadzone w Katedrze
Parazytologii i Choréb Inwazyjnych SGGW wyka-
zaly, ze u przywr o zwigkszonej opornosci na ten
lek ulega zmianie wzér polipeptydowy biatek so-
matycznych. Wstgpne wyniki analizy poréwnawcze)
kwaséw nukleinowych przywr wrazliwych 1 opor-
nych na lek, uzyskane metodami PCR oraz RT-PCR
sugeruja, ze selekcja w kierunku lekoopornosci sko-
relowana jest ze zmianami w genach kodujacych
enzymy z grupy proteaz serynowych i transferaz
S-glutationowych (26).

Metody wykrywania lekoopornosci

Na zlecenie World Association for the Advance-
ment of Veterinary Parasitology (WAAVP) opra-
cowane zostaly zasady postgpowania przy ocenianiu
skutecznosci lekéw w odniesieniu do pasozytow
przewodu pokarmowego przezuwaczy (43). Niewgt-
pliwie najbardziej wiarygodnej informacji o efektach
dziatania lekéw dostarcza poréwnanie liczby robakéw
u zwierzat leczonych z liczbg robakéw u zwierzat nie
leczonych odnalezionych w badaniu poSmiertnym.
Znacznie mniej dokladng, chociaz szeroko stosowana
i mimo wszystkich zastrzezeni, godng zalecenia me-
toda jest okreslanie stopnia redukeji liczby jaj pa-
sozytéw w kale. Metoda ta wymaga przeprowadze-
nia ilo§ciowych badar koproskopowych przed i po
leczeniu.

W przypadku stosowania lekéw z grupy benzimi-
dazoli mozna wykorzysta¢ 3 dalsze metody: test
rozwoju i wykluwania si¢ L1 w réznych stezeniach
leku, test wiazania tubuliny oraz wspomniang po-
wyzej metode amplifikacji DNA pasozyta z zasto-
sowaniem starteréw pozwalajacych na wykrycie mu-
tacji w genie kodujacym [-tubuling. W badaniach
opornosci na leki nalezace do agonistow choliny
(lewamizol, morantel) a takze iwermektyny prze-
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prowadza si¢ ocen¢ ruchliwosci larw L3 in vitro
w réznych stezeniach leku (18, 20).

Olbrzymim problemem w wykrywaniu i badaniu
lekoopornosci F. hepatica jest fakt, 1z opornosc
manifestowana jest w okresie pre-patentnym, co wy-
klucza mozliwos¢ zastosowania do badania tego zja-
wiska prostych testéw uzytecznych w badaniach
nad nicieniami (test klucia si¢ jaj oraz test redukcji
liczby jaj). Do chwili obecnej lekoopornosé F. he-
patica moze by¢ diagnozowana jedynie poprzez za-
razenie zywiciela posredniego i nastgpnie owiec,
ktére z kolei odrobacza si¢ r6znymi dawkami leku
a skutecznos¢é odrobaczania sprawdza sig sekcyjnie.
Podjgte ostatnio préby wykorzystania wzoru izoen-
zyméw transferazy S-glutationowej nie daty zado-
walajacych wynikow (33). Réznice wykryte ostatnio
(26) w DNA kodujacym niektére enzymy motylic
opornych badZz wrazliwych na klozantel pozwalaja
zywi¢ nadziejg, ze wkrétce opracowana zostanie
metoda wykrywania lekoopornych przywr w oparciu
o reakcj¢ PCR badZ sondg DNA.
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BARR B. C., ANDERSON M. L., SVERLOW K. W,,
COURAD P. A.: Rozpoznanie zakazenia bydla przez Neo-
spora powodujacego padnigcie odczynem immunofluore-
scencji posredniej. (Diagnosis of bovine fetal Neospora
infection with an indirect fluorescent antibody test). Vet
Rec. 137, 611-613, 1995 (24)

Wody plodowe pochodzace od 138 poronionych ptodéw badano w odczy-
nie immunofluorcscencji posredniej na obecnosé przeciwceiat dla Neospora
Ptody podzielono na dwie grupy: w pierwszej liczacej 74 osobniki u 62 wy-
stgpowaly symptomy zakazenia tym drobnoustrojem a u 12 podejrzewano
zakazenie. Natomiast w grupie drugiej liczacej 64 plody nie wystgpowaty
symptomy wskazujace na zakazenie Neospora. U 34 ptodéw z grupy pierwszej
wystepowaly przeciwciata dla Neospora. U sero-pozytywnych plodéw 21%
miato 3-5 miesiecy, 56% 6-7 miesiecy, zas 93% 8-9 miesi¢cy Zycia plodo-
wego. W grupie drugiej przeciwciala dla Neospora wystepowaty u 1 na 64
poronione cielgta

G.

SEVELIUS E., ANDERSSON M.: Elektroforeza bialek su-
rowicy jako marker prognostyczny wystepowania chronicz-
nych schorzen watroby u pséw. (Serum protein electro-
phoresis as a prognostic marker of chronic liver disease

in dogs). Vet. Rec. 137, 663-667, 1995 (26)

Wzbogacenie badai klinicznych badaniami laboratoryjnymi umozliwia
dos¢ precyzyjne rozpoznawanie wielu chordb, ale nie posiada wigkszych war-
tosci prognostycznych. Badanie elektroforetyczne surowic 74 pséw z chroni-
cznymi schorzeniami watroby umozliwito prognozowanie zejscia tych chordb.
Kontrolg stanowilo 6 pséw z ostrym zapaleniem watroby. Wybitny spadek
poziomu albumin, o-globulin, o-1-antytrypsyny i haptoglobiny wystepuje w
daleko zaawansowanej marskosci watroby i Zle rokuje. Niski poziom albumin,
kidremu towarzyszy brak zmian w poziomie o-1-antytrypsyny i haptoglobiny,
wystepuje w przypadkach ostrej niewydolnosci watroby. Psy z takimi wyni-
kami badan zdrowialy i przezywaty rok lub nawet diuzej.

G.



